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普通野生稻胚性细胞悬浮系

的建立及原生质体再生植株

几 张 伟 简玉瑜

(实验中心遗传工程研究室 )

摘要 广西普通野生稻 (断 ya zr

` o p`on ) 2 个品种的成熟种子经 5刁士 1 Oc温度处理 sd 打破休

眠后
,

诱导产生出愈伤组织
.

挑选胚性愈伤组织置于液体培养基中振荡培养
.

经 6个月继代培养
,

建立起胚性细胞悬浮系
.

其中 l 个品种 ( N .o 如 ) 的悬浮细胞经酶解游离获得大量原生质体
,

用

琼脂糖包埋培养
,
2 周内分裂频率达 21

.

4 %
。

形成的小愈伤组织经增殖后在分化培养基上再生出

绿色小植株
.

关键词 普通野生稻
;

悬浮培养 ; 原生质体
;

植株再生

野生稻与栽培稻同属稻属
,

是一个重要种质来源
。

与栽培稻相比
,

野生稻具有抗病虫
、

抗寒等抗逆性以及高蛋白质含量的优良品质
;
而且还表现出特强的再生能力及繁茂性 川

。

我

国拥有 比较丰富的野生稻资源 [l]
,

充分利用这一资源
,

应用植物遗传操作技术
,

将野生稻的

优良特性引入栽培稻
,

对于栽培稻的品种改良具有重要意义
。

在这一工作中
,

栽培稻与野

生稻的体细胞杂交技术提供了一条新的重要途径 〔` ’ 〕
.

开展体细胞杂交研究的基础是原生质

体再生植株
,

栽培稻原生质体再生植株在近年已有重大突破和发展 .2[
3 .5, “ ·

吕
·
` ,

·

“ 〕 ;
但野生稻方

面报道很少 91[
。

我们采用我国广西普通野生稻
,

建立了胚性细胞悬浮系
,

并进行原生质体游

离培养获得了再生植株
。

1 材料与方法

1
.

1 愈伤组织的诱导 采用采自广西钦州的普通野生稻 (N o
.

40 ) 与多年生普通野生稻

( 68 一 w l 7 2 ) 2 种野生稻
舟

的健康完整种子
,

在 54 士 1 0c
,

黑暗条件下处理 s d
,

去掉种皮
,

经表面消毒后
,

置于 N沫 培养基上
,

26 士 I Oc 黑暗条件下培养
。

3一 4周后诱导产生的愈伤

组织转至 N `B 培养基上
,

每隔 3一 4 周进行继代培养
。

1
.

2 胚性细胞悬浮系的建立 取继代第 2~ 3 周
,

生长迅速
、

颜色鲜艳呈黄白色
、

颗粒细

小
、

质地致密
、

结合松散的愈伤组织团块置于液体培养基 A A[
` 。〕中

,

进行振荡培养
,

转速 1 00

r/ m ni
,

温度 26 士 1℃ ,

黑暗条件
,

每隔 5一 7 d 进行继代培养
,

继代培养时间 6 个月以上
。

1
.

3 原生质体游离与培养 从普通野生稻 (N .o 4 0) 已建立的胚性细胞悬浮系中
,

取继代

第 4 天 1 而 压紧细胞体积 ( P vc
p a e k e d e e l l v o lu m e

) 的悬浮细胞放在必 6 e m 培养皿中
,

加

,

1 99 1一 0 6一 0 1收稿
.
农学系何远康副教授提供种 子

.
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入 1 0ml混合酶液 ( e el lu la seo n o z uk a RS Z %
,

。 u u l二 O n o z u k a R 一 1 0 1%
,

M a e e r o盯m e R

一 1 0 0
.

5%
,

P e e t o l y a s e 丫一 2 3 0
.

1纬
,

Ca C一:
·

2抓 0 1 0 nun
o l / L

,

K H : p o ` ·

0
.

7
mnr

o 一/ L
,

甘露

醇 。
.

sm ol L/
,

pH 一 5
.

7 )
,

26 士 l ℃ ,

黑暗条件下
,

先经过转速 50 r/ m ni 振荡处理 6 h ,

后静

止 10 h
.

游离获得 的原生质体经三层筛 网 (孔径分别为 6 1 o m
、

45 卿
、

30 o m ) 过滤后
,

转

速 8 0O r / m ni 离心收集
,

先后用等渗的原生质体洗液及 KP
R 液体培养基各清洗纯化 2 次

.

用 K P R 重新悬浮后
,

于 45 ℃ 水浴中热激 5 m i n 处理
,

再在 00 C 冰浴中 1 0 s ec 处理
.

最后以

1
.

5 m l含 o
.

a %低熔点琼脂糖 ( T y讲 姐 s i sm a
) 的 ” R [ , 2〕培养基包埋接于必 3

.

5 e m 的培养

皿 中
,

密度为 1一 2 又 10
`

个 /ml
,

在 26 士 10 C
,

黑暗条件下培养
.

用倒置显微镜观察并统计分

裂频率
.

统计方法为
:

再生细胞分裂频率 ~ (观察分裂细胞数总和 /观察细胞数总和 ) x

10 0%
。

2一 3 周后
,

琼脂糖包埋块经分割后置于含 0
.

25 m of / L 葡萄糖的低渗 KP
R 液体培养基

中培养
,

待长出肉眼可见的小愈伤组织后
,

转于 .N c 培养基上进行愈伤组织增殖培养
,

温

度 26 士 l ℃
,

黑暗
。

1
.

4 植株再生 将直径 5 m m 左右的愈伤组织块置于 N ` 0 培养基上进行分化培养
,

14 h 光

照 / 1 0 h 黑暗
, 2 6士 l ,C

.

J

培养荃成分组成 (m g /L)

培养基成分 N
.
A N ,C N

一
D

大 t 元素

徽 t 元素

同 N . [, ] 同 N . [, ] 同 N 一 [, 〕 同 N
一 [ 1 ]

一一一
!谷氨既胺

刀、 l

一 一 —
`

IA A

— — —
0

.

1~ 0
.

5

6
一
B A

— —
0

.

5

—
PH 5

.

8 5
.

8 5
.

8 5
.

8

卜

2 结果与讨论

2
.

1 愈伤组织的诱导 2 种普通野生稻的种子不经高温处理
,

不能发芽
。

经过 54 士 1“ c 高

温处理 s d 后
,

所接种子发芽率为 1 00 写
。

2 ~ 3 周后在 .N A 培养基上产生出愈伤组织
。

结果

表明
,

普通野生稻种子存在休眠期
,

适当的高温处理可以打破休眠
,

有利于种子萌发诱导

产生愈伤组织
.

2
,

4一 D 对于从普通野生稻成熟种胚诱导产生愈伤组织起主要作用
,

但 2
,

4一 D 浓度太

低 (< lm 郎 L) 容易产生非胚性愈伤组织
,

不利于后期建立胚性细胞悬浮系
; 2

,

4一 D 浓度
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t

过高 ( >s ms /l )
,

培养时间太长则容易减缓愈伤组织生长
,

引起愈伤组织褐化
。

愈伤组织诱

导初期 (第 1
,

2 次继代 )
,

较低的 2
,

4 一D 浓度 (2 m g / L) 的 N’ A 培养基比较适当
;
而较高 2 ,

4一 D 浓度 (4 m g /L) 的 N `B 培养基有利于胚性愈伤组织的快速增长
,

能抑制非胚性愈伤组

织的生长
。

2
.

2 胚性细胞悬浮系的建立 诱导产生的愈伤组织表现出不同类型
。

一类松软或呈粘胶状

且生长缓慢
;
一类团块结构紧密

、

多根状突起
。

上述两类愈伤组织均不利于胚性细胞悬浮

系的建立
。

另一类颗粒细小
、

致密而结合松散
、

颜色鲜艳呈黄白色
、

生长迅速
,

表现出胚

性 愈伤组织特有形态
。

把这类愈伤组织置于液体培养基 A A 中培养后
,

经过 6 个月继代
,

细

胞团块颗粒逐渐变小
、

分散
、

密度增大
; l 周内 P VC 呈加倍增长

; 细胞团 由 50 一 5 00 个细

胞组成
; 细胞结合紧密

;
极少长形及不规则形细胞

。

形成稳定的生长状态 (图版 1 )
。

从而

建立胚性细胞悬浮系
。

选择生长迅速的胚性愈伤组织是建立胚性细胞悬浮系的关键
。

其中
,

较高的起始密度有助于悬浮细胞的迅速增长
;
氨基酸含量丰富的 A A 培养基有利于蛋 白质

合成旺盛的胚性细胞的生长
;
悬浮细胞在第 3一 4 d 增长最快

,

继代时间以 5~ 7 d 为宜
。

2
.

3 原生质体游离与培养 从胚性细胞悬浮系的悬浮细胞游离获得大量原生质体
,

经纯

化后表现为圆形
,

内含物丰富 (图版 2)
。

包埋培养后第 3一 4 d 出现细胞第一次分裂 ( 图版

3 )
,

2 周后统计分裂频率达 21
.

4%
。

3 周后形成多细胞团 (图版 4)
。

在含 0
.

25 m oJ / L 葡萄

糖的低渗 KP
R 液体培养基中保持旺盛分裂和生长

,

形成 肉眼可见的小愈伤组织
,

转移到

N 6 c 培养上迅速生长 (图版 5)
,

并形成紧实致密的团块
。

在这一过程中
,

表现出
:

( 1) 胚

性细胞悬浮系是获得大量高活力原生质体的基础
。

游离原生质体的悬浮细胞以继代后第 4

d 为好
。

悬浮细胞表现为形小均匀近圆形
,

细胞质浓密
,

细胞团较小
,

结构紧密
,

极少长形

细胞
。

( 2 ) 混合酶液中
,

与栽培稻 比较
,

增加 Ce u u la * o n o z u k a R 一 1 0 和 呱
e e r o呀m e R 一 1 0

有助于提高游离的原生质体数量和质量
。

〔3) 酶解过程中
,

振荡强度过大
、

时间过长
,

可

能引起原生质体破裂或自发融合
,

不利于后期细胞生长分裂
。

以初期短时间轻微振荡
,

有

利于充分酶解和细胞分散
,

后期静止
,

从而获得高质量的原生质体
。

(4 ) 与栽培稻相比
,

普

通野生稻原生质体需要较高的培养密度
,

栽培稻一般为 3一 5 x 10
`

个加 1的密度
,

野生稻 则

以 1一 2 x 10
`

个 /血 的密度为宜
。

低密度下无法持续分裂
。

(5 ) 培养基渗透压以 0
.

4 m of / L

葡萄糖为最佳
。

过低容易引起破裂
,

过高则不利于分裂
。

(6 ) 培养 3周后
,

原生质体再生

的细胞团在较低渗透压的培养基中表现出旺盛的生长
,

这与栽培稻等其它植物原生质体培

养的结果相同
。

( 7) 小愈伤组织在增殖培养基 N’ C 上大量增殖
。

较低浓度的生长素有利于

保持愈伤组织的增殖生长
,

A B A 及谷氨酞胺等有助于愈伤组织形成胚性结构
,

有利于后期

植株的分化
。

2
.

4 植株再生 愈伤组织转入分化培养基 2一 3 周后出现绿点
,

进一步形成幼苗
。

0
.

1一

0
.

5 m g / L 的 I人A 与 2 m g / L K T 有利于植株再生
; K T 浓度大于 2 m g / L 和不加 AI A 使非胚

性愈伤组织容易快速生长
,

不利于植株分化与再生
。

1 c m 长的幼苗移于 l 2/ N `
十 2 m g / LI A A

培养基上
,

顺利生根
,

形成完整的绿色小植株 (图版 6 )
。

有
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图版 1胚性细胞悬浮系细胞团 x0 1l xo x 3

2游离的原生质体 x刁o l xo 冰 3

3原生质体再生细胞第一次分裂 x们 x0 1x 3

4原生质体再生多细胞团 x钓 l xo x 3

5原生质体再生愈伤组织

6 原生质体再生植株


